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结核分枝杆菌相关 IFN-γ释放试验
在结核病诊断及疗效监测中的应用△





摘要 目的: 目的: 探讨结核分枝杆菌相关 γ-干扰素释放试验( TB-IGＲA) 在结核病诊断及临床抗结核治
疗效果评价中的应用价值。方法: 对 196 例临床确诊结核患者进行相关病史收集，同时进行 TB-IGＲA、结核菌
素皮肤试验、结核杆菌培养、涂片镜检、结核抗体检测，结核患者的治疗过程中按用药疗程( 初治患者第 2、5、6
个月，复治患者第 2、5、8 个月) 对其进行随访，在治疗结束后 6 个月和 1 年后各随访一次，比较 TB-IGＲA 与结核
菌素皮肤试验在治疗过程中的变化。结果: 确诊结核病例 196 例，其中肺结核 158 例，肺外结核 38 例，TB-IGＲA
在结核诊断中灵敏度为 82． 1%，特异性为 91． 7%，阳性预测值为 93． 1%，阴性预测值为 79． 3%，与传统实验室
检查方法相比有显著性差异( P ＜ 0． 01) 。在结核患者的抗结核治疗过程中，TB-IGＲA 阳性率及浓度水平治疗
前与治疗后 2、6 月以及复治后 2、5、8 月比较显著下降( P ＜ 0． 01) ，TB-IGＲA 水平与结核分枝杆菌数量存在较
好相关性，与传统的 TST 方法评估疗效相比有显著性差异( P ＜ 0． 01) 。结论: TB-IGＲA 在结核诊断中敏感性和
阳性预测值较高，可作为较好的结核诊断的依据，同时 TB-IGＲA 对肺外结核的灵敏度较高，为肺外结核患者的
诊断提供了较为可靠的依据，通过治疗过程 TB-IGＲA 检测分析，外周血 TB-IGＲA 的变化随着抗结核治疗的进
程下降的趋势明显，与结核涂片镜检结果符合率较高，是临床疗效评估较为理想的指标。
关键词 IFN-γ 释放试验 结核 诊断 疗效
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Application of Mycobacterium Tuberculosis Specific Protein Interferon-
Gamma Ｒelease Assay in Tuberculosis Diagnosis and Therapeutic Monitoring
Zhang Lahong，Hong Liquan，Luo Xian，et al
Department of Clinical Laboratory，The Affiliated Hospital of Hangzhou Normal University，Hangzhou( 310015) ，China
Abstract Objective To investigate the applicative value of mycobacterium tuberculosis specific protein interferon gamma re-
lease test in early diagnosis of tuberculosis and the evaluation of clinical efficacy． Methods 196 clinical diagnosis of tuberculosis pa-
tients were related to the history collection，and detected by TB-IGＲA simueltaneously，tuberculin skin test( purified protein derivative
of tuberculin 5 units) ，tubercle bacillus culture，directly smear，tuberculosis antibody detection． Treatment of tuberculosis patients
were followed up( 2，5，6 months，retreatment patients at 2，5，8 months) ，in 6 months and 1 years after the end of treatment follow-
up once． Compared with difference between the IGＲA and tuberculin skin test and other traditional laboratory results． Ｒesults Con-
firmed tuberculosis cases in 196 cases，including 158 cases of pulmonary tuberculosis，38 cases of extra-pulmonary tuberculosis． The
sensitivity of TB-IGＲA in the pulmonary tuberculosis and extra-pulmonary tuberculosis showed 81% and 86． 8% respectively，at the
same time，TB-IGＲA in the diagnosis of tuberculosis，the negative predictive value express 86． 3%，specificity was 91． 7%，and the
positive predictive value was 88． 2% ． In anti-tuberculosis treatment the positive rate of TB-IGＲA and concentration levels before treat-
ment and after treatment 2，5，6months，retreatment 2，5 ，8months decreased significantly( P ＜ 0． 01) ． There is better correlation
TB-IGＲA concentration level with number of mycobacterium tuberculosis． It is significant difference compared to TB-IGＲA with the tra-
ditional TST method to the evaluation of clinical treatment( P ＜ 0． 01) ． Conclusion The sensitivity of TB-IGＲA in the diagnosis of
tuberculosis and the postive predictive value is higher; it can be used as a good basis for the diagnosis of tuberculosis． TB-IGＲA pro-
vides a more reliable diagnosis method in patients with extra-pulmonary tuberculosis． Peripheral blood TB-IGＲA decreased significantly
in anti- tuberculosis treatment process． Coincidence rate between TB-IGＲA concentration level and number of mycobacterium tubercu-
losis is higher． It is an ideal index to evaluate the clinical efficacy．
Key Words interferon-gamma release test，mycobacterium tuberculosis，diagnosis，evaluation of clinical treatment
结 核 是 由 结 核 分 枝 杆 菌 ( mycobacterium tuberculosis，
MTB) 所致以呼吸系统感染为主的慢性传染病，目前全球约
有 1 /3 的人感染了 MTB，每年新发病例 870 多万( 13% 合并






上世纪 90 年代科学家们通过比较基因组学发现了 MTB
具有而卡介苗、其他分枝杆菌没有的基因区域，且位于此区
域的两个蛋白早期分泌抗原-6( ESAT-6) 和培养基滤过蛋白-
10( CFP-10) 具有较强的 Th 表位。在此基础之上，国外学者
结合 T 细胞免疫检测技术的进展建立了一种新型的结核特
异性 T 细胞免疫体外检测方法—T 细胞 IFN-γ 体外释放试验






















核治疗以 INH、ＲFP、PZA、EMB 为主，疗程( 6 ～ 16) 月，平均疗
程 10． 8 个月，所有患者均为 HIV 阴性，无原发或继发性免疫
缺陷，结核杆菌药敏结果除 4 例耐 INH 外其余均为敏感菌。
入选标准: ( 1) 年龄 ＞ 14 岁; ( 2) 性别不限; ( 3) 临床表现
提示结核杆菌感染。
排除标准: ( 1) 针对目前病情己进行诊断性抗结核治疗;
( 2) HIV 阳性患者。
1． 2 试剂和仪器 TB-IGＲA 定量检测试剂盒( 北京万泰生
物药业有限公司) ，PPD( 成都生物制品有限公司) ，结核抗体
试剂盒( 杭州艾博生物医药有限公司) ，罗氏培养基( 杭州嘉
伟生物制品有限公司) ，GNP-9270 培养箱( 上海精宏实验设
备有限公司) ，ESCO 生物安全柜( 新加坡艺思高公司) 。
—167—放射免疫学杂志 2013 年第 26 卷第 6 期 J of Ｒadioimmunology2013，26( 6)
1． 3 TB-IGＲA 标本采集及检测 每个受试者采用 BD 肝素
锂抗凝管真空采集 4ml 全血后立即送检( 要求 2h 内送达) ，
收样后立刻各取 1ml 全血分装到 N、T、P 3 个培养管，37℃恒
温培养箱培养 22h ± 2h 后，以 3000r /min 离心 10min，吸取上
清，上清标本可在 4℃ 存放 1 周，长期存放需置-20℃ 或者更
低温度中，TB-IGＲA 检测按照试剂说明书操作( 两步双抗体
夹心法) 。
1． 4 皮肤结核菌素试验( TST) 患者接受了结核菌素纯蛋
白衍生物( PPD) 5 个单位的皮肤试验( TST) ，并记录 72h 内
皮肤红肿、硬结直径、溃破及水泡情况。阳性标准: 皮肤硬结
＞ 10mm 或者出现溃破、水泡。
1． 5 结核杆菌培养 收集结核感染患者清晨浓痰或非呼吸
道样本( 胸腹腔积液、脑脊液或其它组织液等) ，接种于罗氏
培养基内，培养( 4 ～ 8) 周，每周观察一次，记录培养结果。
1． 6 结核抗体检测 快速检测结核疑似病例血清中 MTB
抗体 IgG，检测反应板中检测线和红色对照线同时出现判断
为阳性，只出现红色对照线则判断为阴性。
1． 7 抗酸染色涂片镜检 收集结核感染患者清晨浓痰或非
呼吸道样本( 胸腹腔积液、脑脊液、尿液或其它组织液等) ，抗
酸染色，油镜视野中观察到抗酸杆菌则判断为阳性。
1． 8 随访 初治在治疗开始后的第 2、6 月，复治在第 2、5、8
月，治疗结束后 6 个月，同时复查 TB-IGＲA、TST 及与抗结核
治疗疗效相关的痰菌涂片情况。
1． 9 统计学处理 用 SPSS11． 5 软件进行统计分析，计数资
料采用 χ2检验，P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
2 结果




进行分类，肺结核感染病例 158 例，肺外结核感染病例 38
例，38 例确诊肺外结核患者中经细菌学确诊的有 8 例，经组
织学符合结核病变的有 32 例( 其中 2 例患者细菌学及组织
学均符合结核病) ，主要诊断包括盆腔结核 4 例，淋巴结结核
5 例、结核性胸膜炎 7 例，骨结核 4 例，结核性脑膜炎 2 例，结
核性心包炎、肠结核、肝结核各 2 例，泌尿系统结核 6 例，结
核性腹膜炎 4 例，部位不明确患者 2 例，其中 2 例患者有 2 个
以上部位的结核感染; 非结核病组共 146 位患者，其中肺炎
80 例，肺癌 15 例，其它肺部疾病 51 例。
2． 2 TB-IGＲA 灵敏度和特异度评价: 在确诊肺结核的 158
例病例中 128 例 TB-IGＲA 阳性，在确诊的 38 例肺外结核病
例中 33 例 TB-IGＲA 阳性，非结核病的 146 例病例中 134 例
为 TB-IGＲA 阴性，见表 1。TB-IGＲA 诊断肺结核和肺外结核
灵敏度分别为 81． 0% 和 86． 8%，TB-IGＲA 诊断结核灵敏度
为 82． 1%，特异性为 91． 7%，阳性预测值为 93． 1%，阴性预
测值为 79． 3%。
表 1 TB-IGＲA 与临床诊断结果比较
TB-IGＲA 肺结核 临床诊断肺外结核 非结核
阳性 128 33 12
阴性 30 5 134
合计 158 38 146
2． 3 TB-IGＲA 诊断价值分析: 临床确诊为肺结核的 158 例
病例中，肺结核涂片阳性为 40 例，灵敏度为 25． 3%，结核杆
菌培养阳性 68 例，灵敏度为 43． 0% ; 38 肺外结核涂片阳性
为 6 例，灵敏度为 15． 7%，结核杆菌培养阳性 8 例，灵敏度为
21． 0% ; 与 TB-IGＲA 检测肺结核及肺外结核灵敏度 81． 0%
及 86． 8%相比有显著差异( P ＜ 0． 01) ，TST 在诊断肺及肺外
结核的灵敏度分别为 79． 1% 和 78． 9%，与 TB-IGＲA 相比无
统计学意 义 ( P ＞ 0． 05 ) ，但 其 在 结 核 诊 断 的 特 异 性 仅 为
43． 1%，与 TB-IGＲA 的特异性 91． 7% 相比差异显著，同时
TB-IGＲA 的阳性预测值及阴性预测值分别达到 93． 1% 及
79． 3%，显著高于 TST 及结核抗体。综合以上指标，结果表
明，TB-IGＲA 在结核诊断具有显著的临床价值，优于传统的
检测方法，见表 2、表 3。
表 2 TB-IGＲA 与其它方法学之间比较
组别 n TB-IGＲA 阳性 结核菌培养 涂片 TST 结核抗体
肺结核病组 158 128 68 40 125 101
肺外结核组 38 33 8 6 30 23
非结核病组 146 12 0 0 83 72
表 3 TB-IGＲA 与其它方法的敏感度、特异性比较
方法 敏感度( % ) 特异性( % ) 阳性预测值( % ) 阴性预测值( % )
TB-IGＲA 82． 1 91． 7 93． 1 79． 3
TST 79． 1 43． 1 65． 1 60． 6
结核抗体 63． 2 50． 6 63． 2 50． 6
痰涂片 23． 5 100 100 49． 3
痰培养 38． 8 100 100 54． 9
2． 4 TB-IGＲA 测定于抗结核治疗前期( 2 个月) 的阳性率显
著高于后期( 疗程满 6 个月) ［132 /196 ( 67． 3% ) vs． 48 /196
( 24． 5% ) ; P ＜ 0． 01］，而 TST 结核菌素皮试于抗结核治疗前
期 2 月 及 后 期 6 月 的 阳 性 率 无 统 计 学 意 义［147 /196
( 75． 0% ) vs． 119 /196( 59． 2% ) ; P ＞ 0． 05］; 疗程已完成时
( 复治满 8 个月) TST 结核菌素皮试阳性 98 例( 50． 0% ) ，
TB-IGＲA 阳性仅 12 例( 6． 1% ) ，其中有 4 例均为耐药结核
病; 治疗结束后 6 个月及 1 年随访表明，TB-IGＲA 阳性率
4． 1%和 3． 1%远远低于 PPD 结核菌素皮试阳性率 47． 9% 和
46． 9%，见表 4。










治疗前 161 82． 1 155 79． 1
疗程满 2 月 132 67． 3 147 75． 0
疗程满 5 月 83 42． 3 123 62． 75
疗程满 6 月 48 24． 5 116 59． 2
复治满 2 月 32 16． 3 108 55． 1
复治满 6 月 20 10． 2 102 52． 0
复治满 8 月 12 6． 1 98 50． 0
治疗结束后 6 月 8 4． 1 94 47． 9
治疗结束后 1 年 6 3． 1 92 46． 9
2． 5 疗程满 2 个月时 TB-IGＲA 结果与痰菌结果的诊断符合
率为 50． 0%，PPD 结核菌素皮试与痰菌结果的诊断符合率
为 41． 3%，两者符合率相近; 疗程满 6 个月时 TB-IGＲA 与痰
菌结果的诊断符合率为 81． 6% ，PPD 结核菌素皮试与痰菌
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结果的诊断符合率为 44． 4%，后者符合率显著小于前者; 复
治满 6 个月及以后 TB-IGＲA 与痰菌结果的诊断符合率约为
95． 0%，PPD 结核菌素皮试与痰菌结果的诊断符合率仅为
50． 0% 左右，后者符合率显著小于前者，见表 5。
表 5 两组试验与痰菌结果的符合情况
疗程( 时间) 涂片结果 n
TB-IGＲA( n) TST( n)
阳性 阴性 阳性 阴性
治疗前 阳性 46 45 1 41 5
阴性 150 116 34 114 36
疗程满 2 月 阳性 38 36 2 35 3
阴性 158 96 62 112 46
疗程满 5 月 阳性 23 22 1 16 7
阴性 173 61 112 107 66
疗程满 6 月 阳性 12 10 2 9 3
阴性 184 38 146 107 77
复治满 2 月 阳性 10 9 1 6 4
阴性 186 23 163 102 84
复治满 6 月 阳性 8 8 0 6 2
阴性 188 12 176 96 92
复治满 8 月 阳性 6 6 0 5 1
阴性 190 6 184 93 97
治疗结束后 6 月 阳性 4 4 0 2 2
阴性 192 4 188 92 100
治疗结束后 1 年 阳性 4 4 0 2 2
阴性 192 2 190 90 102
2． 6 治疗前与治疗后 TB-IGＲA 的浓度水平呈 明 显 下 降
( 480 ± 24vs． 14 ± 2; P ＜ 0． 01) ，在复治满 8 月( 治疗结束时)
已基本接近正常，见表 6。
表 6 治疗前与治疗后 TB-IGＲA 水平比较
疗程 TB-IGＲA 水平( ng /ml)
治疗前 480 ± 24
疗程满 2 月 210 ± 18
疗程满 6 月 60 ± 5
复治满 2 月 30 ± 4
复治满 6 月 20 ± 3
复治满 8 月( 治疗结束) 14 ± 2









由于 MTB 是一种细胞内病原体，因此，评估患者的 T 淋
巴细胞是否被 MTB 特异性抗原致敏是一种可行的诊断方
法，经典的 TST 就是根据这个原理，TST 试验敏感性高，但特
异性差，对于接种过卡介苗( BCG) 的健康人群往往呈阳性表
现，且与其他分枝杆菌感染存在交叉免疫反应。21 世纪初
期，Lalvani 等［7］首先应用 ELISPOT 检测外周血结核杆菌抗
原特异性 γ-干扰素释放水平来诊断结核杆菌感 染，又 称
IGＲA。近年来，随着比较基因组学的发展，以 T 细胞为基础
的体外 IFN-γ 反应测定方法成为结核病实验室诊断研究的
热点。TB-IGＲA 的基本原理是，被 MTB 致敏的 T 淋巴细胞，
再次受到相关抗原刺激后会释放一种 Th1 型细胞因子 IFN-
γ，高水平的 IFN-γ 反应可能提示 MTB 感染或致敏［8-9］，而且
与皮肤实验不同的是，这个过程可以在体外完成。根据检测
方法不同，TB-IGＲA 包括 2 类: 一类是用 ELISA 检测用上述
两种蛋白刺激全血后的上清液中 γ 干扰素的水平; 一类是用
ELISpot 计数，用上述两种蛋白刺激外周血单个核细胞后分
泌 γ 干扰素的 T 细胞个数，结核感染 T 细胞斑点试 T-SPOT．
TB，研究表明，TB-IGＲA 等对非活动性结核感染者和隐性结
核感染者等检测可以早期发现，并对潜伏性感染者进行早期
预防性治疗［10］。2005 年美国 FDA 批准了 QFT-G 用于诊断












0． 01) ，TST 在结核诊断灵敏性与 TB-IGＲA 比较差异无统计
学意义( P ＞ 0． 05) ，但其在结核诊断的特异性仅为 43． 1%，
与 TB-IGＲA 的特异性 91． 7%相比差异显著( P ＜ 0． 01) ，提示
TB-IGＲA 对 MTB 感染的诊断具有重要的临床意义，优于传
统实验室检查方法。
MTB 感染引起的细胞免疫属于带菌免疫，当人或动物感
染了 MTB 后，具有免疫活性的 T 淋巴细胞识别 ESAT-6 及
CFP-10，并产生高水平的 γ-干扰素，理论上 γ-干扰素能特异
性地反映机体 MTB 的感染情况。目前临床利用 TST 间接监
测抗结核治疗过程中 MTB 负荷量即结核活动性，来评估抗
结核治疗效果，往往得出与临床不相符的结果，原因主要有
以下两点: 其一因 PPD 为 MTB 培养上清液的粗提物，其中大
多数蛋白质是非 MTB 及 BCG 的共同抗原成分，从而在普遍
接种 BCG 的地区造成非常高的假阳性; 其二结核菌素皮试
通过特异性刺激记忆 T 淋巴细胞( 包括既往感染产生的中央
记忆 T 淋巴细胞) 激活抗原特异性免疫记忆应答，而与是否
现患结核病及 MTB 负荷量无显著相关性。抗原特异性 IFN-
γ 体外释放试验克服了以上两个缺点: 特异的蛋白抗原( ES-
AT-6 和 CFP-l0 蛋白) 可刺激 MTB 感染的人外周血单个核细




量增殖的现象，但中央记忆 T 淋巴细胞只产生 IL-2，不产生
IFN-γ，只有效应记忆 T 淋巴细胞产生并分泌 IFN-γ，且效应








有统计学意义( P ＜ 0． 01 ) 。治疗后，病菌复制受到抑制，病
菌量减少，T 淋巴细胞对抗原的反应强度减低，表现在 IFN-γ
水平呈下降趋势，临床疗效为好转; 疗效不好的患者，病菌没
有得到控制，持续的 T 淋巴细胞反应使患者 IFN-γ 水平呈较
高状态，TB-IGＲA 水平与 MTB 数量存在较好相关性，与传统
的 TST 方法评估疗效相比，差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) ，
提示 TB-IGＲA 是结核治疗疗效评估较敏感的指标。
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人促甲状腺激素单克隆抗体的制备及鉴定




摘要 目的: 制备特异性强、灵敏度高的人促甲状腺激素( hTSH) 单克隆抗体，为建立高灵敏性和高特异性的
hTSH 检测方法奠定基础。方法: 人工合成人促甲状腺激素( hTSH) 上的 28 个氨基酸，采用戊二醛交联法与牛血
清白蛋白( BSA) 构建完全抗原。用人工免疫原免疫 BALB/c 小鼠，利用杂交瘤技术建立分泌抗 hTSH 单克隆抗体
的杂交瘤细胞，并对得到的单抗进行鉴定。结果: 建立了一株杂交瘤细胞 4E5，制备了腹水单抗，经鉴定，抗体重
链属于 IgG1 类型，轻链属于 κ 型，McAb 腹水 ELISA 效价达 1: 1． 6 × 105，与促黄体生成激素( LH) 、促卵泡激素
( FSH) 、人绒毛膜促性腺激素( HCG) 无明显交叉反应，细胞株冻存复苏后抗体分泌稳定。结论: 本实验建立的细
胞株显示稳定性好，特异性高，McAb 腹水效价高，为进一步提高 hTSH 检测的灵敏性和简便性提供依据。
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Abstract Objective To prepare high quality monoclonal antibody against human thyroid stimulating hormone( h-TSH) for high-
sensitivity detection． Methods After synthetic hTSH β chain of 28 amino acids，glutaraldehyde cross-linked method was adopted to
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